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RESUMO 
A presente dissertação foi dividida em três capítulos. O capítulo 1 refere-se à 
introdução geral sobre o leite, atividade leiteira, contaminação microbiológica, micro-
organismos do leite, boas práticas na ordenha e resistência de cepas de 
Staphylococcus aureus a antibióticos. O capítulo 2 refere-se ao estudo da associação 
da contaminação bacteriana da ordenha com as práticas executadas na ordenha. 
Participaram da pesquisa 14 propriedades rurais e foram caracterizadas quanto ao 
perfil socioeconômico dos ordenhadores e microbiológico dos principais pontos de 
contaminação na ordenha. Foram enumerados aeróbios mesófilos (AM), coliformes 
totais (CT), estafilococos coagulase positiva (ECP) e pesquisada a Salmonella spp.  
Diante dos resultados observados descritos nesta dissertação foi possível 
correlacionar as contagens de AM com ECP e AM com CT. Também ficou claro que 
a contaminação da ordenha foi influenciada pelo conhecimento, realização ou não das 
boas práticas, condições das instalações e volume de produção. No capítulo 3 está 
descrito o isolamento de S. aureus de diferentes amostras do ambiente de ordenha 
de vacas leiteiras e de seu perfil de resistência a antibióticos. Isolados bacterianos 
foram submetidos a análises fenotípicas e genotípicas para identificação e 
caracterização de seus perfis de resistência a antibióticos. O presente estudo mostrou 
que o leite cru de São José dos Pinhais/PR contém quantidades consideráveis de S. 
aureus e a maior frequência de resistência foi à penicilina o que pode indicar o uso 
indevido do antibiótico. Este estudo elucida questões importantes relativas à prática 
de ordenha em unidades familiares, de pequena e média produção leiteira, chamando 
atenção à necessidade da prevenção na disseminação da resistência bacteriana aos 
antibióticos no campo. 
 
Palavras-chave: Antibiograma. Contaminação do leite. Ordenhador. Propriedades 
leiteiras. Staphylococcus aureus.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ABSTRACT 
This dissertation was split into three chapters. Chapter 1 refers to a general 
introduction about milk, dairy activity, microbiological contamination, milk micro-
organisms, good milking practices, and strains Staphylococcus aureus antimicrobial 
resistance. Chapter 2 refers to the study of the association of bacterial contamination 
milking with practices performed at milking. Rural properties were visited and 
socioeconomic profiles of milkers and microbiological aspects of the main 
contamination points were analyzed. We enumerated aerobic mesophiles (MA), total 
coliforms (TC), coagulase positive staphylococci (CPS) and researched Salmonella 
spp. Observed results described in this dissertation it was possible to correlate MA 
scores with CPS and MA with TC. It was also clear that the contamination of milking 
was influenced by knowledge, whether or not good practices, plant conditions, and 
production volume. Chapter 3 refers to S. aureus isolation from different samples of 
milking cow milking environment and its antibiotic resistance profile. Bacterial isolates 
were submitted to phenotypic and genotypic analyzes to identify and characterize their 
antibiotic resistance profiles. Thus, it was established that raw milk from the properties 
evaluated in São José dos Pinhais contains considerable amounts of S. aureus and a 
higher frequency of resistance to penicillin was observed, which may indicate the 
misuse of the antibiotic. This study elucidates important questions regarding the 
practice of milking in family units of small and medium milk production, drawing 
attention to need to prevent spread bacterial antimicrobial resistance in the field. 
 
Keywords: Antibiogram. Dairy properties. Milk contamination. Milker. 
Staphylococcus aureus.  
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1 CAPÍTULO 1 - INTRODUÇÃO GERAL 
LEITE 
 
O leite é um alimento fluido, nutricionalmente rico que contém quantidades 
consideráveis de proteínas, carboidratos, gorduras, vitaminas e sais, sendo de grande 
importância na alimentação humana (BELOTI, 2015; CORTEZ, 2017). As espécies 
bovina, caprina, ovina e bubalina se destacam na sua produção (CORTEZ, 2017). 
Além do consumo direto, o produto também é utilizado na elaboração de derivados de 
alta aceitação pelo consumidor (BIEGER; LOBO, 2010). Para atingir os padrões 
adequados de qualidade, é almejado que o leite apresente sabor aceitável, alto valor 
nutritivo, baixas contagens de células somáticas (CCS) e microbiana, além de 
ausência de patógenos e contaminantes (MARCONDES et al., 2017).  
 
ATIVIDADE LEITEIRA 
 
Com uma produção de 33,5 bilhões de litros de leite (IBGE, 2017), o Brasil 
ocupa a terceira posição no ranking mundial, antecedido pelos Estados Unidos da 
América (EUA) e Índia (FAO, 2017; ZOCCAL; RENTERO, 2018).  
No país, há um predomínio de pequenas e médias propriedades, tipicamente 
familiares, onde a principal fonte de renda é a atividade leiteira, principalmente, 
produtores com pequeno volume de leite, produzindo menos de 50 litros por dia, sendo 
em sua maioria somente para subsistência (MATSUBARA et al., 2011). A atividade 
leiteira é principalmente realizada em pequenas propriedades, mas os maiores 
volumes (e sólidos) são produzidos por um pequeno número de produtores 
(MARCONDES et al., 2017).  
De acordo com Ribeiro Júnior et al. (2014) os maiores produtores têm obtido 
leite com melhor qualidade microbiológica. Ainda de acordo com Taffarel et al. (2013) 
o grau de tecnificação adotado nas propriedades leiteiras relaciona-se de forma direta 
à qualidade do leite. Assim, o leite produzido no Brasil tem sido visto como de baixa 
qualidade por estar associado ao grande número de pequenas propriedades e à falta 
de práticas de higiene (MARCONDES et al., 2017), o que pode resultar em 
penalidades e redução na renda dos produtores (NDAMBI et al., 2008).  
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CONTAMINAÇÃO MICROBIOLÓGICA 
 
Pelo fato do leite ser rico em nutrientes, possuir alta umidade e pH neutro 
(PARAFFIN; ZINDOVE; CHIMONYO, 2018), este favorece o crescimento e 
multiplicação de bactérias (BONFOH et al., 2003), representando um verdadeiro risco 
à saúde do consumidor. A possível contaminação do leite pode ser originária de 
diferentes fontes como os patógenos provenientes de animais, os quais podem ser 
bactérias da pele, teto ou glândula mamária e também do ambiente que poderão ser 
transferidos ao leite durante as etapas de coleta, manuseio, transporte, 
armazenamento, processamento e varejo (COOREVITS et al., 2008; CLAEYS et al., 
2014; METZGER et al., 2018; PARAFFIN; ZINDOVE; CHIMONYO, 2018). 
Em especial, a superfície dos tetos dos animais, os três primeiros jatos, as 
mãos do ordenhador, a superfície e a água residual de utensílios e equipamentos 
como latões, baldes e do tanque de expansão são considerados os principais pontos 
de contaminação no ambiente de ordenha (SILVA et al., 2011; BELOTI, 2015). 
Embora possa ocorrer em várias etapas, a maior parte da contaminação é 
geralmente associada à propriedade rural. Por isso, é importante implementar 
medidas eficazes de controle de qualidade na propriedade (PARAFFIN; ZINDOVE; 
CHIMONYO, 2018). 
 
MICRO-ORGANISMOS DO LEITE 
 
Os micro-organismos participam de toda a cadeia do leite, sejam eles 
desejáveis ou inconvenientes (VASCONCELLOS; ITO, 2011) e podem influenciar no 
sabor e textura dos derivados lácteos (QUIGLEY et al., 2013). Alguns dos principais 
micro-organismos encontrados no ambiente de ordenha são aeróbios mesófilos (AM), 
coliformes e estafilococos (BELOTI, 2015). 
 
Aeróbios Mesófilos 
 
O melhor indicativo da qualidade microbiológica do leite é a contagem de 
micro-organismos aeróbios mesófilos, que representarão a maior parte constituinte de 
sua microbiota, sendo muito utilizados para indicar a qualidade sanitária dos alimentos 
(NERO; DA CRUZ, 2017).  
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Coliformes totais e termotolerantes 
 
Os coliformes podem ser originários do ambiente, água, vegetais, 
equipamentos, sujidades e fontes fecais (KAGKLI et al., 2007). Podem fornecer 
indicação da presença de patógenos de origem entérica, no caso dos termotolerantes, 
além da deterioração do leite. Esses micro-organismos conseguem multiplicar-se 
rapidamente em ambientes úmidos com resíduos de leite em utensílios, tornando-se 
fontes estáveis de contaminação no ambiente de ordenha (NERO; DA CRUZ, 2017).  
 
Estafilococos coagulase positiva 
 
Dentre os Staphylococcus coagulase positiva, o Staphylococcus aureus é 
uma das espécies mais importantes, sendo considerado um patógeno comensal e 
oportunista que pode causar um amplo espectro de infecções, desde cutâneas 
superficiais a doenças invasivas graves e potencialmente fatais (LOWY, 1998). O S. 
aureus pode atingir o interior das glândulas mamárias por meio da superfície externa 
da pele e do úbere mal higienizado, equipamentos e utensílios de ordenha 
contaminados (FEHLHABER; JANESTSCHKE, 1995) e mãos dos ordenhadores 
(FONTANA et al., 2012). 
 
Salmonella spp. 
 
A salmonela não faz parte do grupo de micro-organismos indicadores, porém, 
é a principal causa de doenças transmitidas por alimentos, representando taxas até 
mais elevadas de morbidade e mortalidade entre os patógenos transmitidos pelos 
alimentos. As infecções por Salmonella spp. resultam em altos custos econômicos e 
sociais e o controle eficiente desse micro-organismo na produção de alimentos é uma 
tarefa difícil. Há mais de 2.600 sorovares (ISSENHUTH-JEANJEAN et al., 2014) 
originários de diferentes reservatórios, isso torna necessário o desenvolvimento de 
estratégias de intervenção que abordem cada via de contaminação, sorotipos e 
alimentos, tornando o controle da Salmonella spp., um desafio (SANT’ANA, 2012). 
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BOAS PRÁTICAS NA ORDENHA 
 
A melhoria da qualidade do leite pode ser alcançada com boa alimentação 
oferecida aos animais, bom saneamento ambiental e com as boas práticas de ordenha 
(SURANINDYAH et al., 2015), e em conjunto com a manutenção, higienização dos 
equipamentos e o monitoramento da sanidade da glândula mamária, podem reduzir a 
contagem bacteriana total (CBT) e a CCS do leite (BOZO et al., 2013). 
O pagamento por qualidade do leite, como medida de incentivo aos 
produtores a realizarem as práticas de higiene nas propriedades, também contribui 
para a melhoria do leite cru brasileiro (RIBEIRO JÚNIOR et al., 2014). Além de 
melhorar a qualidade do leite, as atitudes e o comportamento do produtor são 
responsáveis para controlar a mastite bovina por meio das práticas de manejo 
(JANSEN et al., 2009). 
 
RESISTÊNCIA DE CEPAS DE ESTAFILOCOCOS AOS ANTIBIÓTICOS 
 
Em ruminantes, S. aureus é um dos principais agentes causadores de mastite 
bovina, uma das razões para o uso de antibióticos em fazendas (HARAN et al., 2012). 
É um agente patogênico versátil em termos de infecções e hospedeiros, tornando-se 
uma séria ameaça à saúde animal e humana (PETON; LE LOIR, 2014), produz toxinas 
que estão relacionadas à resistência aos antibióticos e à severidade dos sintomas das 
infecções intramamárias (FAGUNDES; OLIVEIRA, 2004). O uso de agentes 
antibióticos em propriedades leiteiras leva ao surgimento de cepas resistentes, 
tornando-se necessária uma monitorização em ambientes leiteiros, pois envolve seres 
humanos, animais e o ambiente de produção (HARAN et al., 2012). 
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1.1 HIPÓTESES 
 
Ordenhadores que realizam as boas práticas de ordenha (lavagem adequada 
de mãos, descarte dos três primeiros jatos em caneca telada, fundo escuro ou material 
similar, realização de pré e pós-dipping, uso de papel toalha substituindo o pano, 
alimentação das vacas após ordenha, higienização dos equipamentos e utensílios e 
secagem de equipamentos e utensílios de forma invertida) possuem leite de melhor 
qualidade microbiológica. 
O leite gerado em unidades de menor produção tem uma CBT maior. 
Maior nível de escolaridade e o ambiente de ordenha contendo instalações 
adequadas (teto, piso, água tratada, torneira, pia, iluminação, tanque de expansão) 
resultam em um leite menos contaminado. 
A mão direita dos ordenhadores é mais contaminada do que a esquerda. 
 
1.2 OBJETIVOS 
 
1.2.1 OBJETIVO GERAL 
 
Conhecer o perfil socioeconômico dos produtores de leite no município de São 
José dos Pinhais/PR e as relações das práticas de ordenha com a contaminação 
bacteriana do leite em propriedades leiteiras. 
 
1.2.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 
 
Realizar visitas às propriedades rurais que geram leite no município de São 
José dos Pinhais; 
Entrevistar os produtores de leite visitados; 
Realizar a pesquisa e enumeração de bactérias em amostras de água, mãos 
dos ordenhadores, tetos das vacas, equipamentos, utensílios e leite cru; 
Relacionar os achados das entrevistas com os resultados das análises 
microbiológicas; 
No caso de encontrar cepas de Staphylococcus aureus, obter o seu perfil de 
resistência aos antibióticos. 
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2 CAPÍTULO 2 - ARTIGO 1 - Influência das práticas de ordenha na qualidade 
bacteriana do leite 
 
Influence of milking practices on bacterial milk quality 
 
Luany Yone Miyoshi1, Suzana Maria Rocha2, Delane Ribas da Rosa3, Julia Arantes 
Galvão4* 
 
RESUMO 
 
A baixa qualidade microbiológica do leite está relacionada a fatores 
multivariados, sendo assim, o objetivo deste trabalho foi verificar se havia a 
associação da contaminação bacteriana presente na ordenha com as práticas 
executadas para a obtenção do leite, instalações e com o perfil socioeconômico de 
ordenhadores. Para isso foi utilizado um universo amostral de 14 propriedades rurais 
que foram caracterizadas quanto ao perfil socioeconômico dos ordenhadores e perfil 
microbiológico dos principais pontos de contaminação na ordenha. Foram 
enumerados aeróbios mesófilos (AM), coliformes totais (CT), estafilococos coagulase 
positiva (ECP) e pesquisada a Salmonella spp. Em média, os produtores tinham 47 
anos, 24 deles dedicados à leiteria. O número médio de vacas em 
lactação/propriedade foi de 15 animais, produzindo 234 litros/dia (14 L/vaca/dia). Eram 
realizadas duas ordenhas/dia por 93% dos produtores e três ordenhas/dia por 7% 
deles. O sistema mecânico do tipo “balde ao pé”, canalizada e manual era praticado 
por 71%, 21% e 7% dos produtores, respectivamente. Das 14 propriedades, 86% não 
possuíam água tratada. A água encanada, pia e/ou torneira estavam presentes em 
93% das propriedades e o piso em 86% das instalações. Todas apresentavam teto e 
iluminação elétrica no local de ordenha. Para higienização de equipamentos e 
utensílios foram citados diversos produtos pelos ordenhadores. Com relação às boas 
práticas de ordenha, 79% dos produtores lavavam as mãos antes da ordenha, 50% 
desprezavam os três primeiros jatos de leite, 7% utilizava o bezerro ao pé, 71% 
lavavam os tetos das vacas, 64% usavam papel tolha descartável, 29% usavam 
panos, 79% não realizavam pré e pós-dipping, 43% alimentavam as vacas após a 
ordenha. Todos os produtores refrigeravam o leite após a ordenha (tanque de 
expansão: 79% e de imersão: 21%) e higienizavam os utensílios e equipamentos, que 
eram secos de forma invertida (93%). As contagens (log10 UFC/cm² ou mL) médias de 
AM foram: 3,29 na água; 2,15 na mão direita; 1,93 na mão esquerda; 3,87 nos tetos; 
3,40 nos equipamentos; 2,91 nos utensílios e 4,79 no leite. As contagens médias de 
CT foram: 0,39 na água; 0,12 na mão direita, 0,09 na mão esquerda; 0,49 nos tetos; 
                                            
1 Discente de Mestrado do Programa de Pós-Graduação em Ciências Veterinárias – Universidade Federal do 
Paraná (UFPR). Rua dos Funcionários, 1540, Juvevê, CEP 80035-060, Curitiba, PR, Brasil. Tel. (41) 3350-5811. 
E-mail: luanymiyoshi@gmail.com. 
2 Discente do Curso de Medicina Veterinária - UFPR/Curitiba, PR, Brasil. E-mail: suzana.rocha@ufpr.br. 
3 Discente do Curso de Zootecnia – UFPR/Curitiba, PR, Brasil. E-mail: delane.rdr@gmail.com. 
4 Professora do Departamento de Medicina Veterinária – UFPR/Curitiba, PR, Brasil. E-mail: 
juliaarantesgalvao@gmail.com. 
* Autor para correspondência. 
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1,08 nos equipamentos, 0,51 nos utensílios e 2,68 no leite. Os ECP não foram 
detectados na água, mas ocorreram na mão direita (0,66); mão esquerda (0,40); tetos 
(0,47); equipamentos (0,16); utensílios (0,02) e leite (2,79). Não foi detectada 
Salmonella spp. em nenhuma amostra. Com os resultados encontrados foi possível 
inferir que a contaminação da ordenha foi influenciada pelo conhecimento, realização 
ou não das boas práticas, condições das instalações e volume de produção. 
 
Palavras-chave: Higiene. Manipulação de ordenha. Micro-organismos. Produção de 
leite. 
 
ABSTRACT 
 
The microbiological quality of milk is related to several factors, thus, the aim of 
this study was to verify the association of bacterial contamination present in milking 
with the practices performed to obtain milk, facilities and the socioeconomic profile of 
milkers. For this study, were used samples of 14 rural properties, characterized by the 
socioeconomic profile of the milkers and the microbiological profile of the main 
contamination points at milking. Were counted aerobic mesophiles (MA), total 
coliforms (TC), coagulase positive staphylococci (CPS) and Salmonella spp. On 
average, the producers had 47 years, 24 of them were dedicated only to the dairy. The 
mean number of lactating cows was 15 animals, producing 234 L/day (14 L/cow/day). 
Were performed two milking/day by 93% of the producers and three milking/day by 7% 
of them. The mechanical system of the "milking buckets" type, channeled and the 
manual was practiced by 71%, 21% and 7% of the producers, respectively. 86% of 
properties had no potable water, 93% had piped water and sink and the floor was 
present in 86% of facilities. All properties presented ceiling and electric lighting in the 
milking room. For equipment and utensils hygiene were mentioned several products 
by milkers. With regard to good milking practices, 79% of farmers did wash their hands 
before milking, 50% discard the first three jets of milk, 7% used the “calf at the foot”, 
71% washed the cows’ teats, 64% used paper towels 29% used cleaning cloths, 79% 
did not perform the pre- and post-dipping, 43% fed the cows after milking. All producers 
refrigerated the milk after milking (expansion tank: 79% and immersion tank: 21%) and 
sanitized the equipment and drying the equipment inverted. The mean MA counts 
(log10 CFU/cm² or mL) were: 3.29 in water; 2,15 on the right hand; 1,93 on the left 
hand; 3.87 on teats; 3.40 in equipment; 2.91 in utensils and 4.79 in milk. Mean TC 
counts were: 0.39 in water; 0.12 on the right hand, 0.09 on the left hand; 0.49 on teats; 
1.08 in the equipment, 0.51 in the utensils and 2.68 in the milk. CPS were not detected 
in water, but occurred on the right hand (0.66); left hand (0.40); teats (0.47); equipment 
(0.16); utensils (0.02) and milk (2.79). The presence of Salmonella spp. was not 
detected in any sample. Thus, according to these results, it was possible to infer that 
the contamination of the milking was influenced by the knowledge, the implementation 
of good practices, the situation of the milking facilities and milk production volume. 
 
Keywords: Dairy production. Hygiene. Microorganisms. Milking handling. 
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2.1 INTRODUÇÃO 
 
A atividade leiteira impulsiona a economia no Brasil (BIEGER; LOBO, 2010), 
destacando-se na geração de empregos diretos e indiretos em toda a cadeia de 
produção (PEROBELLI; ARAÚJO JUNIOR; CASTRO, 2018), sendo uma das poucas 
atividades rurais que gera renda mensal, contribuindo para a diminuição do êxodo 
rural e fixando o homem no campo (ZOCCAL, 2017). Considerado um alimento rico, 
composto por diversas substâncias com importância nutricional, o leite, além de 
consumido in natura, é também utilizado na elaboração de derivados lácteos de alta 
aceitação pelo consumidor (CORTEZ, 2017). 
De 2006 a 2017 a produção leiteira do Brasil teve um aumento de 46% a nível 
nacional e de 35% no estado do Paraná (IBGE, 2017). Assim, o país ocupou a terceira 
posição no ranking mundial, antecedido pelos Estados Unidos da América (EUA) e 
Índia (FAO, 2017), gerando 33,5 bilhões de litros de leite (IBGE, 2017) e o Paraná é o 
terceiro estado no ranking nacional com uma produção de 4,4 bilhões de litros de leite, 
sendo Minas Gerais e Rio Grande do Sul, os estados ranqueados à sua frente. O 
volume de leite cru adquirido pelos estabelecimentos sob inspeção federal no terceiro 
trimestre de 2018 foi de 6,24 bilhões de litros. Nesse mesmo trimestre, o estado do 
Paraná contribuiu com 13% da aquisição nacional, cerca de 820 milhões de litros 
(IBGE, 2018). 
A produção leiteira brasileira se distribui em vários níveis organizacionais e 
tecnológicos, que vão desde a agricultura familiar, pequenas cooperativas a 
propriedades com elevado nível tecnológico (WILLERS et al., 2014). Para que o Brasil 
possa se tornar mais competitivo nesse cenário, é necessário, entre outros aspectos, 
que produtores e técnicos ligados à cadeia produtiva busquem melhorar o processo 
de obtenção do leite, aprimorando a qualidade do produto e a segurança do alimento 
fornecido (WERNCKE et al., 2016).  
A baixa qualidade microbiológica do produto nacional é relatada em diversos 
estudos, relacionada à falhas nos procedimentos de resfriamento, armazenamento, 
transporte do leite e principalmente à falta de higiene na ordenha (NERO et al., 2005; 
BELOTI et al., 2012; RIBEIRO JÚNIOR et al., 2014). Sendo assim, o objetivo deste 
trabalho foi verificar a associação da contaminação bacteriana presente na ordenha 
com as práticas executadas para a obtenção do leite, instalações e com o perfil 
socioeconômico de cada ordenhador. 
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2.2 MATERIAL E MÉTODOS 
 
O estudo foi realizado no período de maio de 2017 a setembro de 2018. A 
partir do contato com a Secretaria de Agricultura e Abastecimento do município de 
São José dos Pinhais (SEMAG), Paraná, foi constatado o cadastramento de 42 
propriedades leiteiras, destas, 25 foram indicadas pelos técnicos para participação no 
estudo, considerando o interesse de cada produtor, na melhoria do produto e 
permanência na atividade. Foi elaborado um questionário contendo 29 itens, com 
base na literatura (GUERREIRO et al., 2005; RANGEL; PALLARES; CASTRO, 2008; 
BIEGER; LOBO, 2010; MATSUBARA et al., 2011; SILVA et al., 2011; BATTAGLINI et 
al., 2013; PAIXÃO et al., 2014; WERNCKE et al., 2016) para traçar o perfil produtivo 
e dos trabalhadores abrangendo questões socioeconômicas, estrutura disponível para 
ordenha, produção e práticas de ordenha (Apêndice 1) de cada propriedade. 
Foi realizado o contato via telefone e visitas às propriedades com o 
acompanhamento das entrevistas pelos técnicos da Secretaria, bem como das coletas 
de amostras nas propriedades. As entrevistas e coletas de amostras ocorreram 
mediante a assinatura do termo de consentimento (Anexo 1) fornecido pelo Comitê de 
Ética em Pesquisa envolvendo Seres Humanos da Universidade Federal do Paraná. 
Além disso, a partir da literatura consultada foram elencados os principais 
pontos de contaminação microbiológica na ordenha: água utilizada na ordenha,  mãos 
do ordenhador, tetos dos animais, equipamentos, utensílios e o leite cru (SANTANA 
et al., 2001; YAMAZI et al., 2010; MATSUBARA et al., 2011; SILVA et al., 2011), os 
quais foram utilizados para a caracterização do perfil microbiológico por meio da 
enumeração de micro-organismos aeróbios mesófilos (AM), coliformes totais (CT), 
estafilococos coagulase positiva (ECP) e pesquisa de Salmonella spp.  
Na coleta de amostras de água e leite foram utilizadas embalagens estéreis 
(Labplas Twirl'EM®). As amostras das mãos do ordenhador, tetos dos animais, 
equipamentos e utensílios foram coletadas utilizando swabs (Absorve®) previamente 
hidratados em solução salina 0,85%. Para delimitar as áreas amostradas, foram 
utilizados moldes flexíveis de polietileno esterilizados de 3 cm² para teteiras e tetos 
(SANTANA et al., 2001; YAMAZI et al., 2010; SILVA et al., 2011), 100 cm² para baldes, 
latões e coadores (SANTANA et al., 2001; MATSUBARA et al., 2011) e 50 cm² para 
as mãos do ordenhador. Os moldes foram confeccionados pela equipe do Laboratório 
de Controle de Qualidade e Segurança de Alimentos (LACQSA-UFPR). Após a 
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realização da amostragem, os swabs foram armazenados em tubos contendo 10 mL 
de solução salina 0,85%. As amostras foram transportadas em caixas isotérmicas até 
o LACQSA, onde foram processadas. 
As análises de AM e ECP foram executadas de acordo com as 
recomendações da Instrução Normativa 62 (BRASIL, 2003), para CT foram seguidas 
as instruções dos fabricantes do Petrifilm™ CC (3M™ Petrifilm™) e para salmonela 
foi utilizada a metodologia descrita no Bacteriological Analytical Manual (ANDREWS; 
HAMMACK, 2007). 
Foram realizadas estatísticas descritivas e análises de correlação entre as 
contagens microbiológicas e as respostas dos questionários. Foi realizada a avaliação 
pelo coeficiente de correlação de Spearman, teste U de Mann-Withney e Kruskall-
Wallys. Todos os testes foram considerados significativos quando p<0,05. Todas as 
análises foram realizadas no programa SPSS 20.0. 
 
2.3 RESULTADOS E DISCUSSÃO 
 
Das 25 propriedades indicadas pela Secretaria de Agricultura, 14 participaram 
da pesquisa, conforme disponibilidade e interesse de cada produtor. 
 
2.3.1 Respostas aos questionários 
 
O mais jovem dos produtores incluídos neste estudo tinha 31 anos e o mais 
velho, 62 anos. A idade média relatada foi 47 anos (Quadro 1), equivalente a maior 
representatividade (62%) dos produtores do Paraná, com idades de 30 a 60 anos 
(IBGE, 2017). Em unidades de produção leiteira no Rio Grande do Sul, Picoli et al. 
(2015) encontraram uma média de 49 anos, coincidindo com a média da faixa etária 
deste trabalho. 
O tempo médio de vida dedicado à atividade leiteira foi de 24 anos dentre os 
entrevistados, sendo que o produtor mais antigo já atuava na atividade há 44 anos e 
o mais recente há 5 meses, tempo superior ao encontrado por Múnera-Bedoya et al. 
(2017), em que os ordenhadores trabalhavam há 4 anos e meio na atividade. Neste 
estudo, com exceção de um funcionário, todos os trabalhadores residiam na 
propriedade rural e a mão de obra era familiar. Quanto à escolaridade dos produtores, 
9 (64%) concluíram o ensino fundamental e cinco (36%), o ensino médio (Quadro 1). 
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Considerando os valores médios, encontrados neste estudo, relativos à 
produtividade dos animais (Tabela 1) e os apontamento de Bieger e Lobo (2010), duas 
(14%) propriedades podem ser consideradas pequenas (até 50 L/dia), 9 (64%) delas 
são médias (51 a 250 L/dia) e três (21%) delas são grandes propriedades (acima de 
250 L/dia). 
 
TABELA 1 - CARACTERÍSTICAS DE PRODUÇÃO E SEUS VALORES MÉDIOS, MÍNIMOS E 
MÁXIMOS DAS 14 PROPRIEDADES LEITEIRAS DE SÃO JOSÉ DOS PINHAIS/PR. 
Características Média Mínimo Máximo 
Vacas em lactação 15 4 35 
Produção diária (L) 234 20 800 
Produtividade/vaca (L) 14 2 30 
 
Dos entrevistados, 12 (86%) não utilizavam água tratada. Em uma (7%) 
propriedade não havia água encanada, pia e/ou torneira no local de ordenha, sendo 
que a água era transportada em baldes diretamente da casa do produtor. Duas (14%) 
propriedades não possuíam piso. Todas as propriedades possuíam teto e iluminação 
elétrica (Quadro 1). O ambiente de ordenha e as condições gerais das edificações 
(área coberta, piso, paredes ou equivalentes) da maioria das propriedades estudadas 
não eram compatíveis à prevenção de contaminações (BRASIL, 2011). 
Com relação aos detergentes/sanitizantes utilizados para a higienização dos 
utensílios e equipamentos, várias respostas foram citadas como “água quente, água 
fria, água sanitária, hidróxido de sódio, detergente alcalino, detergente ácido, produtos 
domésticos, detergente normal e sabão químico”. Somente dois (14%) produtores 
utilizavam água quente e os detergentes alcalino e ácido, considerados o 
recomendado (VENDRAMINI, 2017).  
A utilização desses produtos específicos juntamente com os procedimentos 
adequados de higienização do equipamento de ordenha e do tanque de 
armazenamento do leite, estão associados às contagens bacterianas de até 100.000 
UFC/mL no leite. As contagens acima de 500.000 UFC/mL estavam associadas ao 
uso de apenas um ou nenhum desses produtos na higienização (ARCURI et al., 2006). 
Dos entrevistados, somente um (7%) produtor realizava três ordenhas por dia, 
os demais (93%) realizavam duas ordenhas ao dia, 10 (71%) propriedades possuíam 
ordenha mecânica do tipo “balde ao pé”, três (21%) trabalhavam com ordenha 
mecânica canalizada e um (7%) realizava a ordenha manual (Quadro 1). 
As práticas de manejo recomendadas eram seguidas parcialmente e de forma 
muito variável dentre os ordenhadores. Os problemas observados neste estudo foram: 
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não higienização das mãos do ordenhador, não realização: do teste de caneca de 
fundo preto, do pré e pós-dipping, primeiros jatos de leite desprezados no chão, prática 
do pré-dipping realizada com água e uso de pano coletivo (Gráfico 1). 
 
GRÁFICO 1 - FREQUÊNCIA RELATIVA DAS PRÁTICAS DE ORDENHA NAS PROPRIEDADES 
RURAIS ESTUDADAS DE SÃO JOSÉ DOS PINHAIS/PR.
 
LEGENDA: HO: Higienização do ordenhador, DJ: Descarte dos primeiros jatos, BP: Bezerro ao pé, 
LT: Lavagem dos tetos, PR: Pré-dipping, PR+PO: Pré + pós-dipping, PO: Pós-dipping; AO: 
Alimentação após ordenha, HU: Higienização dos utensílios, UP: Uso de panos, UPT: Uso de papel 
toalha, RO: Refrigeração após ordenha. 
 
 
A utilização de práticas simples como desprezo dos três primeiros jatos de 
leite, lavagem dos utensílios de ordenha com detergente alcalino clorado 2%, pré-
dipping com solução clorada 750 ppm em caneca sem refluxo e eliminação da água 
residual dos utensílios de ordenha, como recomendaram Vallin et al. (2009), podem 
contribuir significativamente para a melhoria da qualidade do leite. 
Após a higienização dos utensílios e teteiras, 13 (93%) produtores afirmaram 
deixá-los secando de forma invertida e um (7%) afirmou deixar secar sem inverter e 
ao natural. Em relação às formas de resfriamento do leite, 11 (79%) ordenhadores 
usavam o tanque de expansão e três (21%) resfriavam o leite em tanque de imersão, 
mantendo-o em latões (Quadro 1). Após a ordenha é necessário armazenar o leite até 
o momento de sua coleta. O local de armazenagem precisa ser refrigerado para 
manter as características do leite, sem perder qualidade. Geralmente, são utilizados 
equipamentos de refrigeração, desde um equipamento comum, como o freezer, ou 
um refrigerador próprio, como o resfriador por imersão ou por expansão (BIEGER; 
LOBO, 2010).
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2.3.2 Análises microbiológicas 
 
Os resultados das análises microbiológicas de AM, CT e ECP realizadas na 
água, mãos, tetos, equipamentos, utensílios e leite foram convertidos em log10 
UFC/cm² ou log10 UFC/mL. Não foi detectada Salmonella spp. em nenhuma das 140 
amostras avaliadas. Os valores encontrados estão descritos na tabela 2.  
 
TABELA 2 - CONTAGENS MÉDIAS, MÍNIMAS E MÁXIMAS DE AERÓBIOS MESÓFILOS, 
COLIFORMES TOTAIS E ESTAFILOCOCOS COAGULASE POSITIVA DA ÁGUA, 
MÃOS, TETOS, EQUIPAMENTOS, UTENSÍLIOS E LEITE. 
AMOSTRA AERÓBIOS MESÓFILOS 
 COLIFORMES 
TOTAIS 
 ESTAFILOCOCOS 
COAGULASE 
POSITIVA 
 Média Mín. Máx.  Média Mín. Máx.  Média Mín. Máx. 
Água* 3,29 1,85 5,12  0,39 0 2,04  0 0 0 
Mão direita 2,15 0 3,92  0,12 0 0,83  0,66 0 1,98 
Mão esquerda 1,93 1,38 2,44  0,09 0 0,68  0,4 0 2,53 
Tetos 3,87 2,56 6,00  0,49 0 2,83  0,47 0 4,82 
Equipamentos 3,40 0 5,86  1,08 0 3,78  0,16 0 2,19 
Utensílios 2,91 0,88 4,74  0,51 0 3,26  0,02 0 0,3 
Leite 4,79 3,84 5,85  2,68 1,2 3,62  2,79 0 4,92 
NOTA: *Nas amostras de água tratada (P3 e P12) as contagens observadas foram de 5,12 e 4,25 log10 
UFC/mL, respectivamente, e nas amostras de água de poço (P1, P2, P4, P5, P6, P7, P8, P9, P10, P11, 
P13 e P14) foram de 1,85 a 4,54 log10 UFC/mL. 
 
2.3.2.1 Água 
 
No Brasil não existe uma especificação para a qualidade da água de poço. 
Para água tratada na saída do tratamento, a regulamentação disponível é a Portaria 
de Consolidação nº 5 que estabelece parâmetros físico-químicos e microbiológicos. 
Nela é recomendada a enumeração de micro-organismos indicadores (mesófilos, 
coliformes totais). A primeira análise a ser realizada é a enumeração de coliformes 
totais e, caso sejam detectados, o parâmetro de micro-organismos mesófilos é 
utilizado, com a tolerância de até 500 UFC/mL (2,70 log10 UFC/mL) (BRASIL, 2017).  
A Comissão Internacional de Especificações Microbiológicas para Alimentos 
(ICMSF, 2015) também classifica como imprópria a água de processo de alimentos 
que contenha coliformes totais. 
A água de 6 (43%) localidades (P1, P4, P5, P6, P13 e P14) foi considerada 
imprópria, devido à presença de coliformes totais e quatro (67%) dessas 
apresentaram ≥ 500 UFC/mL (2,70 log10 UFC/mL) de micro-organismos mesófilos. 
Outros autores encontraram contagens de indicadores ainda mais preocupantes do 
que as observadas neste estudo. Daneluz e Tessaro (2015) relataram coliformes 
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totais em 75% (45) das amostras de água de poços rasos de propriedades rurais em 
Toledo/PR e ainda, Bortoli et al. (2017) que constataram a presença de coliformes 
totais em 100% (10) das amostras de água de poços próprios em Encantado/RS. 
Em 8 (57%) propriedades (P2, P3, P7, P8, P9, P10, P11 e P12), a água estava 
de acordo com o padrão exigido para ausência de coliformes totais, porém, 5 dessas 
propriedades estavam acima da recomendação de 500 UFC/mL (2,70 log10 UFC/mL) 
para mesófilos (Gráfico 2). 
A falta das práticas de higiene durante a coleta e armazenamento leva à 
contaminação da água após o fornecimento, para isso, quem manuseia a água deve 
ser instruído sobre o risco de contaminação pós-coleta (AMENU; SHITU; ABERA, 
2016). 
 
2.3.2.2 Mãos dos ordenhadores 
 
Em relação às mãos de manipuladores, não há padrões ou especificações 
para contagens microbiológicas. Nesse caso, foi considerada a recomendação de 
Tondo e Bartz (2011) que é a ausência de coliformes termotolerantes ou E. coli nas 
mãos. No presente estudo, observou-se a presença de CT nas mãos de quatro (28%) 
produtores (Gráfico 2), porém, não podemos dizer se eram coliformes termotolerantes 
ou E. coli, de acordo com a metodologia utilizada neste trabalho.  
A mão direita continha uma maior quantidade dos micro-organismos 
analisados do que a mão esquerda (Tabela 2), confirmando uma das hipóteses em 
questão. As contagens médias (2,04 log10 UFC/cm² de AM, 0,10 log10 UFC/cm² de CT 
e 0,53 log10 UFC/cm² de ECP) foram inferiores às médias encontradas nas mãos dos 
ordenhadores em propriedades leiteiras do agreste Pernambucano (5,38 log10 
UFC/cm² de AM, 3,98 log10 UFC/cm² de CT e 2,94 log10 UFC/cm² de ECP) (SILVA et 
al., 2011). Foi observada uma correlação positiva nas contagens de micro-organismos 
entre a mão direita e esquerda e entre mãos e tetos, confirmando outra hipótese de 
que a não higienização das mãos contribui para a contaminação da ordenha (Gráfico 
3). 
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GRÁFICO 2 - CONTAGENS DE MICRO-ORGANISMOS AERÓBIOS MESÓFILOS, COLIFORMES 
TOTAIS E ESTAFILOCOCOS COAGULASE POSITIVA PROVENIENTES DO AMBIENTE DE 
ORDENHA. 
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LEGENDA: A: Limite de tolerância (LT): 2,70 log10 UFC/mL (BRASIL, 2017), B: LT: 1,70 log10 
UFC/cm² (SILVA JR, 2014), C: LT: 0,30 log10 UFC/cm² (APHA, 1992) e D: LT: 5,48 log10 
UFC/mL (BRASIL, 2011). 
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GRÁFICO 3 - RELAÇÃO ENTRE MÃO DIREITA, MÃO ESQUERDA E TETOS. 
 
LEGENDA: AM: aeróbios mesófilos, CT: coliformes totais, ECP: estafilococos coagulase 
positiva, ●: mais de uma propriedade, ○: 1 propriedade. 
 
As mãos são consideradas um importante ponto de contaminação do leite 
(SILVA et al., 2011), são os veículos que mais geram contaminação quando não são 
higienizadas corretamente, podendo carrear micro-organismos de uma mão para a 
outra, para os tetos dos animais e equipamentos de ordenha. 
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2.3.2.3 Superfície do teto 
 
A contagem média de AM nos tetos foi de 3,87 log10 UFC/cm², resultado 
inferior ao encontrado por Pimentel (2016) nos tetos de búfalas do Distrito Federal 
(5,20 log10 UFC/cm²).  Matsubara et al. (2011) também obteve resultados superiores 
(4,00 log10 UFC/cm²) ao deste trabalho, os autores afirmam que a desinfecção dos 
tetos antes da ordenha com solução clorada a 750 ppm ocasionou a redução de 87,3% 
de AM, 91,3% de coliformes totais e 85,3% de ECP. 
Observou-se a presença de CT (0,49 log10 UFC/cm²) nos tetos das vacas de 
7 (50%) propriedades. Os ECP estavam presentes na superfície dos tetos das vacas 
de duas (14%) propriedades, na P1 com 1,79 log10 UFC/cm² (com pré-dipping) e P5 
com 4,82 log10 UFC/cm² (sem pré-dipping). É sabido que a prática do pré-dipping pode 
reduzir a contaminação bacteriana dos tetos em aproximadamente 90% (BRITO; 
BRITO; VERNEQUE, 2000). Ainda, Miguel et al. (2012) concluíram que o pré-dipping 
é uma importante ferramenta para reduzir a contaminação da pele dos tetos, ficando 
evidente o potencial risco à contaminação do leite quando não praticado. 
 
2.3.2.4 Equipamentos (teteiras, parede do latão de resfriamento) e utensílios (baldes, 
latões e coadores) 
 
Não há uma legislação específica no Brasil que estabeleça padrões aceitáveis 
para contagem de micro-organismos nas superfícies de equipamentos e utensílios 
utilizados na ordenha do leite. Considerando superfícies que tenham contato com 
alimentos, existem duas recomendações, uma delas internacional, a American Public 
Health Association – APHA que limita em até 2 UFC/cm² (0,30 log10) de aeróbios 
mesófilos (SVEUM et al., 1992) e a outra é o “Manual de controle higiênico sanitário 
em serviço de alimentação” publicado por Silva Jr. (2014) que indica o limite de 50 
UFC/cm² (1,70 log10). Assim, apenas os equipamentos de uma (7%) propriedade (P5) 
estavam de acordo o limite estabelecido pela APHA. Já se considerarmos a 
recomendação de Silva Jr., os equipamentos de duas (P4 e P5) e utensílios de cinco 
(36%) propriedades (P3, P4, P5, P6 e P8) estavam de acordo com o limite máximo 
estabelecido.  
Silva et al. (2011) encontraram altas contagens bacterianas nos equipamentos 
e utensílios (5,81 log10 UFC/cm²) do ambiente de ordenha, superando a média 
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observada neste trabalho (3,15 log10 UFC/cm²). Uma correlação positiva (r=0,77) foi 
encontrada entre a contagem de aeróbios mesófilos e coliformes totais dos utensílios 
(Gráfico 4), o que é esperado, já que os coliformes totais são considerados micro-
organismos mesófilos (FORSYTHE, 2013). 
 
GRÁFICO 4 - RELAÇÃO ENTRE AERÓBIOS MESÓFILOS E COLIFORMES TOTAIS DOS 
UTENSÍLIOS. 
 
LEGENDA: AM: aeróbios mesófilos, CT: coliformes totais, ○: 1 propriedade. 
 
A higienização do ambiente de produção de alimentos promove o aumento da 
sua vida útil, além de garantir que o produto final não ofereça riscos à saúde humana. 
Portanto, o estabelecimento que processa qualquer tipo de alimento, deve manter as 
melhores condições higiênico-sanitárias possíveis, sendo a higienização de 
equipamentos e utensílios uma das maneiras de se obter um alimento seguro 
(VENDRAMINI, 2017). 
 
2.3.2.5 Leite 
 
A legislação vigente estabelece o valor de 300.000 UFC/mL (5,48 log10) como 
limite máximo para CBT do leite cru (BRASIL, 2018), três (P3, P11 e P12) das 14 
propriedades (21%) produziram leite acima desse limite. Estas contagens são 
inferiores às publicadas por Lampugnani et al. (2018) no oeste paranaense, no qual, 
46% (50) das amostras de leite cru extrapolavam o limite estabelecido pela legislação. 
As três propriedades deste estudo que ultrapassaram o limite máximo possuíam 
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produções mensais de 2.100, 1.500 e 600 litros, corroborando com Taffarel et al. 
(2015) onde a CBT foi significativamente maior no leite oriundo de propriedades com 
volume até 4.500 litros mensais. Também foi verificado que as contagens de CT 
apresentaram correlação negativa (r=-0,78) em relação à média de produção diária 
(Gráfico 5), ou seja, o leite com menor contagem de CT pertencia a uma propriedade 
com uma maior produção diária. Esse resultado confirma a hipótese das propriedades 
que produzem menos, obtêm um leite com menos qualidade microbiológica. 
 
GRÁFICO 5 - RELAÇÃO ENTRE COLIFORMES TOTAIS DO LEITE E MÉDIA DE PRODUÇÃO 
DIÁRIA. 
 
Legenda: CT: coliformes totais, ○: 1 propriedade. 
 
Os coliformes totais foram verificados em todas as amostras de leite (Gráfico 
2), o que caracteriza problemas com contaminação ambiental. A metodologia utilizada 
neste trabalho (UFC/mL) não permite comparar com o valor estabelecido pela 
legislação (2-4 NMP/mL) (BRASIL, 2011), no entanto, para uma melhor visualização 
dos resultados e dos possíveis fatores de contribuição, foram estabelecidas três faixas 
de contagem de CT no leite (Quadro 2). 
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QUADRO 2 - FAIXAS DE CONTAGEM DE COLIFORMES TOTAIS NO LEITE E OS POSSÍVEIS 
FATORES DE CONTRIBUIÇÃO. 
Contagem (log10 
UFC/mL) Propriedades* Fatores que podem contribuir** 
1,00-2,00 9 e 13 Escolaridade9 
2,00-3,00 10, 2, 4, 5, 7, 8 e 1 Escolaridade7, 8, 14, 10, 2, tanque de imersão1 
> 3,00 14, 11, 6, 12 e 3 Baixa produção/animal
11, 12, 3, escolaridade11, 6, 12, água 
tratada3, 12, tanque de imersão12, 3 
NOTA: *Propriedades ordenadas de acordo com a menor para a maior contagem de coliformes totais 
no leite. 
**Foram descritas somente as variáveis consideradas estatisticamente significativas. 
 
O principal fator relacionado à contaminação por coliformes no leite foi a 
escolaridade dos ordenhadores (Quadro 2), como também constatado por Múnera-
Bedoya et al. (2017), que afirmam que o maior nível de conhecimento e escolaridade 
dos trabalhadores favorece a qualidade do leite. 
Foi encontrada uma correlação significativa (r=0,59) entre as variáveis AM e 
CT do leite (Gráfico 6) como observado também nas contagens microbianas dos 
utensílios. 
 
GRÁFICO 6 - RELAÇÃO ENTRE AM E CT DO LEITE. 
 
LEGENDA: AM: aeróbios mesófilos, CT: coliformes totais, ○: 1 propriedade. 
 
Observou-se a presença de ECP em leites de 12 (86%) propriedades (Gráfico 
2), resultado acima de um trabalho com propriedades rurais do oeste paranaense, em 
que 50% das amostras de leite cru apresentaram ECP (LAMPUGNANI, 2016). Os 
ECP além de serem agentes causadores de mastite subclínica em vacas leiteiras, 
podem estar presentes no leite e derivados causando prejuízos à indústria e à saúde 
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do consumidor (JOFFE; BARANOVIČS, 2006). O gene da coagulase tem sido 
utilizado como uma das formas para a identificação e caracterização de S. aureus 
(KHOSHKHARAM-ROODMAJANI et al., 2014). Contaminações com enterotoxinas de 
S. aureus presentes em derivados lácteos fabricados com leite cru podem ser uma 
ameaça para a saúde humana (HUMMERJOHANN et al., 2014), causando 
intoxicação alimentar em humanos (DE BUYSER et al., 2001). 
 
2.3.3 Relação das análises microbiológicas e as respostas dos questionários 
 
Curiosamente nas propriedades em que havia água tratada, a contagem 
média de micro-organismos da água (AM), do leite (CT e ECP) e da mão direita (ECP) 
foi maior do que propriedades que utilizavam água de poço (Gráfico 7), rejeitando a 
hipótese de as amostras mais contaminadas pertencerem às propriedades com água 
não tratada. 
 
GRÁFICO 7 - MÉDIA DE AM DA ÁGUA, CT E ECP DO LEITE E ECP DA MÃO DIREITA NA 
PRESENÇA OU NÃO DE ÁGUA TRATADA. 
 
LEGENDA: AM: aeróbios mesófilos, CT: coliformes totais, ECP: estafilococos coagulase positiva. 
 
A qualidade microbiológica da água utilizada na limpeza e sanitização do 
equipamento de refrigeração e utensílios em geral constitui um ponto crítico no 
processo de obtenção e refrigeração do leite, devendo ser adequadamente clorada 
(BRASIL, 2011). O resultado dessa análise não foi o esperado, já que na água tratada 
é obrigatória a manutenção de, no mínimo, 0,2 mg/L de cloro residual livre, 2 mg/L de 
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cloro residual combinado ou 0,2 mg/L de dióxido de cloro em toda a extensão do 
sistema de distribuição (BRASIL, 2017). O cloro é um produto químico eficiente para 
vários tipos de micro-organismos (VENDRAMINI, 2017). Alguns entrevistados 
relataram adicionar cloro em concentração desconhecida na água proveniente de 
poço artesiano/semi-artesiano. A quantificação dos níveis de cloro não estava prevista 
no momento do delineamento deste estudo, portanto, não foi realizada. 
Os equipamentos pertencentes aos entrevistados que estudaram até o ensino 
médio tinham contagens de AM mais baixas do que os que estudaram até o ensino 
fundamental (Gráfico 8), confirmando a hipótese de que quanto maior o nível de 
escolaridade, maiores os cuidados com a práticas de ordenha. 
 
GRÁFICO 8 - MÉDIA DE AM DOS EQUIPAMENTOS PERTENCENTES A PRODUTORES COM 
ENSINO FUNDAMENTAL OU MÉDIO. 
 
LEGENDA: AM: aeróbios mesófilos. 
 
Produtores de leite rurais com escolaridade fundamental estão mais 
vulneráveis, tendem a realizar práticas que colocam em risco a sua saúde, a da sua 
família, a dos consumidores e a dos animais. Já os produtores com ensino médio 
buscam adotar práticas sanitárias mais desejáveis (BORSANELLI et al., 2014). 
Propriedades que resfriavam o leite em tanque de expansão possuíam uma 
menor contagem de CT no leite e ECP na mão direita dos ordenhadores, confirmando 
a melhor eficiência na conservação do leite do que os que resfriavam em tanque em 
imersão (Gráfico 9). 
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GRÁFICO 9 - MÉDIA DE CT DO LEITE E ECP DA MÃO DIREITA DE PROPRIEDADES COM 
TANQUE DE EXPANSÃO OU IMERSÃO. 
LEGENDA: CT: coliformes totais, ECP: estafilococos coagulase positiva. 
 
Após a ordenha, no tempo máximo de 3 horas, o tanque de expansão permite 
a refrigeração do leite até uma temperatura igual ou inferior a 4°C, já o tanque de 
imersão refrigera em até 7°C (BRASIL, 2011). Essa diferença de queda de 
temperatura pode influenciar na qualidade microbiológica do leite. Nos municípios 
Palotina, Marechal Cândido Rondon e Nova Santa Rosa/PR, o leite refrigerado em 
tanques de imersão tinha uma CBT 2,6 vezes maior do que o leite refrigerado em 
expansão (LAMPUGNANI et al., 2018). O fato do número de ECP da mão ser maior 
nas propriedades que possuem tanque de imersão pode estar relacionada a uma 
maior manipulação, pois o leite é colocado em latões que vão dentro do tanque com 
água resfriada. 
 
2.4 CONCLUSÃO 
 
Com este estudo foi possível concluir que a contaminação do leite é 
influenciada pelo nível de conhecimento (escolaridade) dos trabalhadores do campo, 
pela realização ou não das boas práticas de ordenha, pelas condições das instalações 
e também pelo volume de produção. Em cada propriedade foi possível atribuir um ou 
mais desses fatores como influentes para os resultados observados. Assim, fica clara 
a necessidade de atenção individualizada às propriedades quando o objetivo é 
melhorar a qualidade do leite. 
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3 CAPÍTULO 3 - ARTIGO 2 - Resistência a antibióticos em Staphylococcus 
aureus provenientes do leite, ordenhadores e ambiente de ordenha 
 
Staphylococcus aureus antibiotics resistance from milk, milkers and milking 
environment 
  
Luany Yone Miyoshi5, Milimani Andretta6, Ricardo Seiti Yamatogi7, Luís Augusto 
Nero8, Julia Arantes Galvão9* 
 
RESUMO 
 
O uso prolongado e indevido de antibióticos na pecuária aumenta a 
resistência de bactérias a vários antibióticos de diversas classes. O objetivo do 
trabalho foi isolar Staphylococcus aureus de diferentes amostras do ambiente de 
ordenha de vacas leiteiras e determinar seu perfil de resistência a antibióticos. Um 
total de 12 fazendas leiteiras foram visitadas periodicamente para coleta de 122 
amostras (água = 12, leite cru do tanque de armazenamento = 12, ambiente de 
ordenha = 98) que foram submetidas a enumeração de estafilococos coagulase 
positiva (ECP). Isolados bacterianos (n = 56) foram obtidos das amostras que 
apresentaram contagens de ECP e submetidos a análises fenotípicas e genotípicas 
para identificação e caracterização de seus perfis de resistência a antibióticos. As 
contagens do micro-organismo no leite foram de ≤ 1,0 x 10² a 8,26 x 104 UFC/mL e no 
ambiente de ordenha foram de ≤ 1,0 x 10² a 6,64 x 104 UFC/cm². Não foi possível 
detectar ECP na água (limite mínimo de detecção: 1,0 x 10² UFC/mL). Entre os 
isolados selecionados, 53 (95.0%) foram identificados como S. aureus (femA), e 
apresentaram resistência a penicilina (9, 22.0%), oxacilina (5, 12.0%), clindamicina (3, 
7.0%), eritromicina (2, 5,0%), estreptomicina (2, 5.0%), gentamicina (2, 5.0%) e 
tetraciclina (1, 2.0%); nenhum isolado apresentou resistência a ciprofloxacina e 
cloranfenicol. Em relação aos genes associados a resistência a diferentes antibióticos, 
45 (85%) dos isolados apresentam femB, 10 (19%) blaZ, 5 (9%) vanA, 1 (2%) mecC, 
1 (2%) tetK, e nenhum mecA. O presente estudo mostrou que o leite cru de São José 
dos Pinhais/PR contém quantidades consideráveis de S. aureus e apesar de a maioria 
das cepas ter sido sensíveis aos antibióticos testados, a maior frequência de 
resistência foi à penicilina o que pode indicar o uso indevido do antibiótico. 
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Palavras-chave: Antibiograma. PCR. Produção leiteira. Staphylococcus aureus 
resistente. 
 
ABSTRACT 
 
The misuse and overuse of antibiotics in livestock breeding increases the 
resistance of bacteria to several antibiotics of different classes. The aim of the study 
was to isolate Staphylococcus aureus from different samples of the dairy cow milking 
environment and determine the antibiotic resistance profile. A total of 12 dairy farms 
were visited periodically and 122 samples were collected (water = 12, raw milk from 
bulk tank = 12, milking environment = 98) and submitted to enumeration of coagulase 
positive staphylococci (CPS). Bacterial isolates (n = 56) were obtained from samples 
that presented CPS counts and submitted to phenotypic and genotypic analyzes to 
identify and characterize their antibiotic resistance profiles. The microorganism counts 
in the milk were ≤ 1,0 x 10² to 8.26 x 104 CFU / mL and in the milking environment 
were ≤ 1,0 x 10² to 6.64 x 104 CFU / cm². CPS could not be detected in water (minimum 
detection limit: 1,0 x 10² CFU / mL). Among the selected isolates, 53 (95.0%) were 
identified as S. aureus (femA) resistant to penicillin (9, 22.0%), oxacillin (5, 12.0%), 
clindamycin (3, 7.0%), erythromycin 2, 5.0%), streptomycin (2, 5.0%), gentamicin (2, 
5.0%) and tetracycline (1, 2.0%); no isolates showed resistance to ciprofloxacin and 
chloramphenicol. For genes associated with resistance to different antibiotics, 45 
(85%) of the isolates present femB, 10 (19%) blaZ, 5 (9%) vanA, 1 (2%) mecC, 1 (2%) 
tetK, and no mecA. This study suggests that the raw milk of São José dos Pinhais / 
PR present significant amounts of S. aureus and although most of the strains were 
sensitive to the antibiotics tested, the highest frequency of resistance was to penicillin, 
which may indicate the misuse of the antibiotic. 
 
Keywords: Antibiogram. Dairy production. PCR. Staphylococcus aureus resistant. 
 
3.1 INTRODUÇÃO 
 
A produção de leite no Brasil foi de 33,5 bilhões de litros de leite em 2016 
(IBGE, 2017), ocupando a terceira posição no ranking mundial, antecedido pelos 
Estados Unidos da América e Índia (FAO, 2017). Nesse contexto, o Paraná é o terceiro 
estado no ranking nacional com uma produção de 4,4 bilhões de litros de leite, sendo 
Minas Gerais e Rio Grande do Sul, os estados ranqueados à sua frente (IBGE, 2017). 
Na pecuária leiteira, a mastite é a principal e mais comum doença das vacas, 
responsável por enormes perdas às indústrias de laticínios devido as alterações 
causadas à qualidade do leite (ACOSTA et al., 2016; KABIR et al., 2017; SEEGERS; 
FOURICHON; BEAUDEAU, 2003), é também causadora de grande impacto na saúde 
e bem-estar animal (PETON; LE LOIR, 2014). O Staphylococcus aureus é o patógeno 
mais associado à mastite bovina, sendo capaz de colonizar a glândula mamária de 
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ruminantes e sobreviver por longos períodos, e determinando problemas também em 
relação a qualidade do leite produzido (KADARIYA; SMITH; THAPALIYA, 2014; 
RAJIĆ SAVIĆ; KATIĆ; VELEBIT, 2015). 
S. aureus pode expressar vários fatores de patogenicidade, como produção 
de enterotoxinas, capacidade de invadir tecidos, virulência mediada por toxinas e 
resistência a antibióticos, sendo assim considerando uma preocupação em saúde 
pública (LE LOIR; BARON; GAUTIER, 2003). A utilização frequente de antibióticos 
para o tratamento de infecções causadas por S. aureus contribui para o 
desenvolvimento de resistência, sendo os genes relacionados facilmente transferidos 
para outros micro-organismos presentes em seres humanos e animais (DAKA; 
GSILASSIE; YIHDEGO, 2012; FLUIT, 2012). O uso prolongado e indevido de 
antibióticos na pecuária e no tratamento de doenças do ser humano aliado à 
superlotação, fácil circulação de patógenos e baixas condições de higiene aumenta a 
resistência de bactérias a vários antibióticos de diversas classes (DISEASES, 2015; 
VALSANGIACOMO et al., 2000). 
A presença de cepas de S. aureus resistente à meticilina (MRSA) é um 
indicativo do uso indevido de antibióticos para o controle da mastite (LIU et al., 2017; 
SHARMA et al., 2017). Além de testes fenotípicos para identificação de cepas MRSA, 
a pesquisa dos genes femA, femB, mecA e mecC também é usualmente empregada 
por meio da reação em cadeia da polimerase (PCR) (ALI, 2015). Adicionalmente, 
genes relacionados a resistência a outros antibióticos, como vanA (vancomicina), blaZ 
(beta-lactamase) e tetK (tetraciclina) também são pesquisados em S. aureus (AKANBI 
et al., 2017; ZEHRA et al., 2017).  
O objetivo do trabalho foi isolar e avaliar o perfil de resistência a antibióticos 
em S. aureus obtido do ambiente de produção leiteira. 
 
3.2 MATERIAL E MÉTODOS 
 
3.2.1 Ambiente e coleta de amostras 
 
Doze propriedades rurais com volume de produção entre 20 a 800 litros/dia 
localizadas na área rural de São José dos Pinhais, PR, foram visitadas entre novembro 
de 2017 e dezembro de 2018. Durante as visitas, as seguintes amostras foram 
coletadas: água utilizada na propriedade (n = 12) e leite cru oriundo de vacas 
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aparentemente saudáveis (n = 12), utilizando sacos plásticos estéreis (Labplas Inc., 
Sainte-Julie, QC, Canadá); amostras superficiais das mãos dos ordenhadores (n = 
24), tetos de vacas (n = 24), equipamentos (teteiras ou parede do tanque de 
armazenamento do leite, n = 24) e utensílios (balde, latão e/ou coador, n = 24) através 
de swabs previamente umedecidos (NaCl 0,85%, m/v) e moldes plásticos esterilizados 
de tamanhos variados (3 a 100 cm²); água residual de baldes e latões (n = 2), quando 
identificados na propriedade rural. Todas as amostras foram acondicionadas em 
caixas isotérmicas e mantidas sob refrigeração até a realização de análises 
laboratoriais. 
 
3.2.2 Enumeração de estafilococos coagulase positiva 
 
As amostras foram diluídas em escala seriada decimal em solução salina 
(Dinâmica, Indaiatuba, Brasil) peptonada (Oxoid Ltd., Basingstoke, Inglaterra) e 
alíquotas de 0,1 mL foram semeadas em superfície e em duplicata em ágar Baird-
Parker (Oxoid Ltd., Basingstoke, Inglaterra) suplementado com gema de ovo e telurito 
de potássio (NewProv, Pinhais, Brasil). Após incubação a 37°C por 48 horas, as 
colônias formadas foram enumeradas e classificadas como típicas (colônias pretas, 
grandes, com um halo de precipitação de sais e um halo translúcido) e atípicas. 
Colônias típicas e atípicas (3 a 5) foram selecionadas por amostra e transferidas para 
Brain Heart Infusion (BHI) (HiMedia Laboratories Pvt. Ltd., Mumbai, India), com 
incubação a 37°C por 24 horas; alíquotas de 0,3 mL das culturas obtidas foram 
transferidas para tubos contendo 0,3 mL de plasma de coelho (NewProv Pinhais, 
Brasil), com incubação a 37°C e verificação da formação de coágulo entre 6 e 24 
horas. Isolados que apresentaram a capacidade de produzir coagulase foram 
estocados em ágar nutriente (Oxoid Ltd., Basingstoke, Inglaterra), identificados e 
caracterizados quanto aos seus perfis de resistência a antibióticos, como descrito a 
seguir (BRASIL, 2003). Considerando os resultados obtidos, as contagens foram 
expressas como unidades formadoras de colônias (UFC) por mL ou cm² (UFC/mL ou 
cm²) de estafilococos coagulase positiva. 
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3.2.3 Identificação de Staphylococcus aureus 
 
As culturas identificadas como coagulase positiva (n = 85) foram submetidas 
a testes fenotípicos: catalase, Gram, DNAse e fermentação de maltose. Isolados 
caracterizados como cocos Gram positivos, produtores de catalase e DNAse e 
fermentadores de maltose foram identificados como S. aureus, e submetidos a 
pesquisa da presença do gene femA, conforme DIAS et al. (2011), para confirmação. 
Alíquotas das culturas dos isolados selecionados (n = 53) foram submetidas 
a extração do DNA (AHMED et al., 2014; REYES-ESCOGIDO et al., 2010 mod.), 
utilizando Chelex 100 (Bio-Rad, Laboratories, CA, USA). Para o preparo do mix, foram 
utilizados eppendorfs de 0,2 mL (Axygen, Union City, CA, USA) contendo 12,5 μL 
GoTaq® wizard qPCR master (Promega Corporation, Madison, USA), 9,5 μL água 
nuclease free (Promega Corporation, Madison, USA), 0,5 μL de cada primer (200 nMol 
Invitrogen™ Termo Fisher) e 2 μL do DNA extraído da amostra (40 ng/μL), com um 
volume total de 25 μL por reação. As reações foram realizadas em um termociclador 
(Bio-RAD T100™ Thermal Cycler). Os produtos da PCR foram submetidos à 
eletroforese em gel de agarose a 1,5% (m/v, Kasvi, São José dos Pinhais, Brasil), 
corado com GelRed™ (Biotium, Inc., Fremont, CA, USA), utilizado o geneRuler 
marcador de massa molecular de 100 pb DNA ladder (Promega Corporation, Madison, 
USA) e colocados nas cubas Biocom Direct Uniscience e reveladas no 
fotodocumentador L-PIX® (Loccus Biotecnologia, São Paulo, Brasil). As sequências 
dos primers, condições da reação e tamanho dos produtos de PCR considerados para 
interpretação estão descritos na Tabela 3. 
 
3.2.5 Pesquisa de genes de resistência 
 
Os isolados confirmados como S. aureus (n = 53) foram submetidos à PCR 
para pesquisa de genes de resistência antimicrobiana. Os genes pesquisados foram: 
femB, mecA, vanA, blaZ, mecC e tetK, conforme Botelho (2017). S. aureus ATCC 
11229 foi utilizado como controle positive para os femA e mecA. As etapas do preparo 
da reação e da eletroforese foram as mesmas utilizadas para o femA. As sequências 
dos primers, condições das reações e os tamanhos dos produtos de PCR 
considerados para interpretação estão descritos na Tabela 3. 
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3.2.6 Antibiograma 
 
Entre os isolados de S. aureus que apresentaram diferentes genes de 
resistência por PCR, 40 foram selecionados e submetidos ao antibiograma, seguindo 
o método de difusão em disco de Kirby-Bauer (CLSI, 2017). Alíquotas dos isolados 
selecionadas foram estriadas em ágar BHI (Oxoid Ltd., Basingstoke, Inglaterra), 
incubadas a 37°C por 24 horas, e colônias isoladas suspensas NaCl 0,85% (m/v) até 
obtenção de uma suspensão com turbidez semelhante a escala 0,5 McFarland, que 
corresponde a aproximadamente 1,5 x 108 UFC/mL. As suspensões dos isolados 
foram então distribuídas uniformemente na superfície de ágar Mueller Hinton (Kasvi, 
São José dos Pinhais, Brasil), e após secagem foram avaliados quanto a resistência 
a 9 antibióticos (Tabela 4). Após incubação a 37°C por 24 horas, os halos de inibição 
(quando presentes) foram mensurados com paquímetro e os isolados classificados 
como resistentes ou sensíveis aos antibióticos avaliados (CLSI, 2017).  
 
TABELA 4 - ANTIBIÓTICOS E AS CONCENTRAÇÕES UTILIZADAS PARA IDENTIFICAÇÃO DE 
RESISTÊNCIA EM ISOLADOS DE Staphylococcus aureus PELA METODOLOGIA 
DISCO-DIFUSÃO. 
Classe Antibiótico Interpretação do halo Concentração S I R 
Quinolona Ciprofloxacina ≥21 16-20 ≤15 5 μg 
Lincosamida Clindamicina  ≥21 15-20 ≤14 2 μg 
Fenicol Cloranfenicol ≥18 13-17 ≤12 30 μg 
Macrolídeo Eritromicina ≥23 14-22 ≤13 15 μg 
Aminoglicosídeo Estreptomicina* 16 14-15 13 10 μg 
Aminoglicosídeo Gentamicina ≥15 13-14 ≤12 10 μg 
Penicilina Oxacilina ≥18 - ≤17 1 μg 
Penicilina Penicilina ≥29 - ≤28 10 UI 
Tetraciclina Tetraciclina ≥19 15-18 ≤14 30 μg 
LEGENDA: *Média da classe dos aminoglicosídeos - não existe referência para diâmetro de halo de 
estreptomicina para S. aureus; S: sensível; I: intermediário; R: resistente. 
 
3.3 RESULTADOS E DISCUSSÃO 
 
De um total de 122 amostras avaliadas, 23 apresentaram contagens de 
estafilococos coagulase positiva (Tabela 5), com predominância nas amostras de leite 
(10/22), seguida da mãos (5/22), tetos (4/22), água residual (2/22), equipamentos 
(1/22), e coador (1/22), todas as amostras de água apresentaram ≤1,0 x 10² UFC/ml 
para o micro-organismo. 
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TABELA 5 - CONTAGENS MÍNIMAS E MÁXIMAS DE ECP NAS AMOSTRAS AVALIADAS DO LEITE 
E AMBIENTE DE ORDENHA. 
Contagens de ECP (UFC/cm² 
ou UFC/mL) 
Mínimo Máximo 
Leite ≤1,0 x 10² 8,2 x 104 
Mãos ≤1,0 x 10² 3,4 x 10² 
Tetos ≤1,0 x 10² 1,2 x 105 
Água residual ≤1,0 x 10² 9,1 x 10² 
Equipamentos ≤1,0 x 10² 3,1 x 10² 
Coador ≤1,0 x 10² 1,3 x 10¹ 
LEGENDA: ECP: estafilococos coagulase positiva. 
 
Oitenta e cinco colônias foram obtidas dessas amostras e analisadas por 
testes fenotípicos para identificação preliminar de S. aureus, e 56 isolados 
apresentaram características compatíveis com essa espécie. A presença do gene 
femA foi confirmada em 53 desses isolados, permitindo a identificação como S. 
aureus. Esses isolados foram originários de amostras de leite (33, 62%), mãos (11, 
21%), tetos (4, 8%), teteiras (2, 4%), água residual (2, 4%) e coador (1, 2%) (Tabela 
6). Os resultados obtidos indicam altas frequências de amostras de leite cru positivas 
para S. aureus, principalmente em comparação com estudos similares desenvolvidos 
em outros países e regiões do Brasil  (CASANOVA et al., 2016; DAKA; GSILASSIE; 
YIHDEGO, 2012; JAMALI et al., 2015). A presença de S. aureus no leite cru está 
associada com precárias práticas de ordenha e manipulação inadequada de animais, 
utensílios e equipamentos de ordenha, evidenciando a importância dessas práticas 
para a obtenção de leite com alta qualidade (ARENAS et al., 2017; KATEETE et al., 
2013). 
 
TABELA 6 – NÚMERO DE ISOLADOS POSITIVOS PARA OS GENES DE IDENTIFICAÇÃO DO 
Staphylococcus aureus E DE RESISTÊNCIA A ANTIBIÓTICOS. 
 femA n (%) femB n/53 
mecA 
n/53 
mecC 
n/53 
vanA 
n/53 
blaZ  
n/53 
tetK 
n/53 
Leite 33 (62) 28 0 1 3 7 0 
Mãos 11 (21) 8 0 0 2 2 1 
Tetos 4 (8) 4 0 0 0 0 0 
Teteiras 2 (4) 2 0 0 0 1 0 
Água 
residual 2 (4) 2 0 0 0 0 0 
Coador 1 (2) 1 0 0 0 0 0 
Total 53 (100) 45 0 1 5 10 1 
LEGENDA: n: número de isolados positivos. 
 
Todas as amostras apresentaram isolados positivos para os genes femA e 
femB (Tabela 6), os quais são exclusivos do S. aureus (DIAS et al., 2011; PÉREZ-
ROTH et al., 2001). Kobayashi et al. (2003) detectaram taxas de 89% do femA e 97% 
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do femB em S. aureus, e concluíram que a detecção desses genes de forma 
simultânea pode confirmar a presença de MRSA. O femB é responsável pela 
codificação de um fator essencial para a resistência à meticilina (PÉREZ-ROTH et al., 
2001). 
A pesquisa do gene mecA, é considerada o padrão ouro para detecção de 
cepas de MRSA (MIMICA et al., 2007). A resistência à meticilina ocorre devido à 
presença do gene mecA, que produz uma proteína de ligação à penicilina (PBP2a), 
apresentando pouca afinidade por beta-lactâmicos, grupo pertencente à meticilina 
(Müller, 2009).  O mecA não foi encontrado em nenhum isolado neste estudo (Tabela 
6). Pekana e Green (2018) encontraram resultado semelhante, com ausência do 
mecA nas 200 amostras de leite que avaliaram. 
Já o mecC que é um análogo do mecA (ALI, 2015; PATERSON et al., 2013) 
foi amplificado em uma (2%) amostra de leite. No Egito, 35 amostras de vacas 
mastíticas e normais foram verificadas quanto à presença de mecA, mecC e femB, 13 
(37%) amostras foram positivas para o gene femB que confirma S. aureus, dessas, 
6/13 (46%) amostras eram MRSA (mecA positivo), as outras 7/13 (54%) eram 
Staphylococcus aureus suscetíveis à meticilina (MSSA) e nenhuma mecC (Ali, 2015). 
Dos 53 isolados de S. aureus, 10 (19%) foram blaZ positivo (Tabela 6). A 
expressão do gene blaZ determina resistência aos beta-lactâmicos, e caracteriza a 
produção de penicilinases/beta-lactamases, enzimas responsáveis por inativar os 
beta-lactâmicos, os quais são um grupo de antibióticos, constituído por penicilinas, 
incluindo a meticilina, cefalosporinas, cefamicinas, monobactâmicos e carbapenemos 
(LOWY, 2003; ZSCHECK; MURRAY, 1993). No Japão, a prevalência do blaZ é baixa, 
tendo sido relatados resultados de 2,7%, 3,5% e 1% entre os isolados de S. aureus 
(TAKAYAMA et al., 2017). Ao contrário do trabalho de Jamali et al. (2015), em que 
46% dos S. aureus de leite cru e produtos lácteos de uma província do Irã mostraram 
resistência aos beta-lactâmicos. 
O mesmo isolado proveniente do leite positivo para o mecC também foi 
positivo para o vanA (Tabela 6), demonstrando a resistência à vancomicina, a qual 
está relacionada à obtenção de um plasmídeo contendo o gene vanA, proveniente do 
micro-organismo Enterococcus faecalis (PÉREZ-ROTH et al., 2001). A ocorrência de 
cepas de MRSA resistentes à vancomicina é raramente relatada em animais, o 
primeiro relato de VRSA em alimentos de origem animal ocorreu na Índia 
(BHATTACHARYYA et al., 2016). A importância deste achado está no fato da 
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vancomicina ser a droga de eleição no caso de infecções graves por MRSA (VAS et 
al., 2014), o que pode contribuir para a resistência ao medicamento, porém, o mesmo 
não é muito utilizado na prática veterinária (SHARMA et al., 2017). A presença de 
isolados positivos para vanA em leite e mãos de ordenhadores é preocupante; embora 
não seja possível determinar a origem desses isolados, a sua presença em múltiplos 
locais indica a sua circulação no ambiente de produção leiteira. 
O gene tetK encontrado nas mãos de um ordenhador (Tabela 6), confere 
resistência à tetraciclina por meio de proteínas de efluxo que impedem a acumulação 
de tetraciclina dentro das células (PÉREZ-ROTH et al., 2001; SCHMITZ et al., 2001). 
Todos os isolados apresentaram de 78 a 100% de sensibilidade aos 
antibióticos testados (Tabela 7). Olufemi et al. (2018) observaram altas frequências 
de susceptibilidade à gentamicina, ciprofloxacina e tetraciclina em isolados de S. 
aureus obtidos de leite de vacas aparentemente saudáveis. Outro trabalho com 
estafilococos coagulase positiva proveniente das mãos de manipuladores de 
alimentos apresentaram 96% de suscetibilidade ao cloranfenicol (MARTINS et al., 
2009). Pekana e Green (2018) encontraram uma alta sensibilidade em isolados de S. 
aureus a vários antibióticos, incluindo ciprofloxacina, cloranfenicol e clindamicina, os 
quais também foram testados nesse estudo. 
 
TABELA 7 – FREQUÊNCIA DE ISOLADOS SUSCETÍVEIS, INTERMEDIÁRIOS E RESISTENTES 
AOS ANTIBIÓTICOS TESTADOS. 
Antibióticos (μg) Teste de resistência antimicrobiana 
 S n (%) I n (%) R n (%) 
Ciprofloxacina (5) 38 (95%) 2 (5%) 0 
Clindamicina (2) 37 (93%) 0 3 (7%) 
Cloranfenicol (30) 40 (100%) 0 0 
Eritromicina (15) 32 (80%) 6 (15%) 2 (5%) 
Estreptomicina (10) 37 (93%) 1 (2%) 2 (5%) 
Gentamicina (10) 37 (93%) 1 (2%) 2 (5%) 
Oxacilina (1) 35 (88%) - 5 (12%) 
Penicilina (10 UI) 31 (78%) - 9 (22%) 
Tetraciclina (30) 38 (96%) 1 (2%) 1 (2%) 
LEGENDA: S: suscetível; I: intermediário; R: resistente; n: número de isolados. 
 
A frequência de resistência intermediária variou de 0 a 15% (Tabela 7). 
Também apresentaram resistência intermediária: dois isolados (5%) à ciprofloxacina, 
um (2%) à estreptomicina, um (2%) à gentamicina e um (2%) à tetraciclina. Nenhum 
isolado foi intermediário à clindamicina e ao cloranfenicol, a oxacilina e a penicilina 
não possuem faixa de halo intermediário (CLSI, 2017). 
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Já a frequência de resistência foi baixa: 0 a 22% (Tabela 7). Dentro dessa 
faixa, sendo que os S. aureus foram mais resistentes à penicilina, seguido da oxacilina 
(12%), clindamicina (7%), eritromicina e gentamicina (5%) e tetraciclina (2%). Nenhum 
isolado apresentou resistência à ciprofloxacina e ao cloranfenicol (Tabela 7). Das 
amostras de leite da Etiópia, Daka, Gsilassie e Yihdego (2012) também não 
encontraram nenhum dos isolados de S. aureus resistentes à ciprofloxacina. Diferente 
dos resultados de trabalhos realizados no Rio Grande do Sul com vacas com mastite 
subclínica, leite cru de caminhões no Irã e leite cru dos quartos individuais de vacas 
na Índia, esses resultados apresentaram cepas com uma resistência de 40 a 96% à 
ciprofloxacina, oxacilina, gentamicina, tetraciclina e penicilina (FREITAS et al., 2018; 
KHODADADI et al., 2016; SHARMA et al., 2017). 
O gene blaZ foi identificado em 10 (19%) isolados, dos quais 7 (70%) foram 
fenotipicamente resistentes à penicilina e dois à oxacilina (Tabela 8). Esses resultados 
foram semelhantes aos observados por Pekana e Green (2018), que encontraram em 
14,9% dos isolados obtidos de leite e carcaças bovinas que apresentaram o gene 
blaZ.  
Neste estudo, cinco isolados foram genotipicamente resistentes à 
vancomicina (Tabela 8). A avaliação da resistência fenotípica foi realizada pelo 
método disco-difusão de Kirby-Bauer, porém, para uma caracterização mais refinada, 
o teste de concentração inibitória mínima (MIC) é recomendado para avaliar 
especificamente a resistência à vancomicina (CLSI, 2017).  
O único isolado resistente à tetraciclina, positivo para o tetK, também foi 
resistente pelo teste fenotípico (Tabela 8). Shamila-Syuhada et al. (2016) também 
encontraram apenas um (6%) isolado tetK positivo do leite cru de uma propriedade 
leiteira na Malásia.
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3.4 CONCLUSÃO 
 
O presente estudo mostrou que o leite cru das propriedades rurais de São 
José dos Pinhais/PR contém quantidades consideráveis de Staphylococcus aureus e 
se consumido sem tratamento térmico adequado, pode ser um risco potencial à saúde 
do ser humano. Apesar de a maioria das cepas ter sido sensíveis aos antibióticos 
testados, a maior frequência de resistência foi à penicilina, o que pode indicar o uso 
indevido do antibiótico, implicando em cepas de S. aureus resistentes. 
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APÊNDICE 1 - FORMULÁRIO PREENCHIDO DURANTE AS ENTREVISTAS 
REALIZADAS COM PRODUTORES DE LEITE DO MUNICÍPIO DE SÃO JOSÉ 
DOS PINHAIS, PR. 
Propriedade: Data: 
Mão de obra: (  ) Familiar            (  ) Contratada 
Tempo na 
atividade: 
Reside na propriedade: 
 
Sim        Não 
Idade Escolaridade 
Produção 
leiteira 
Animais em lactação 
Média de produção diária Média de produção animal 
Manejo de 
ordenha 
Tipo de ordenha 
Número de ordenhas diárias Higienização 
dos utensílios  
Sim        Não 
Secagem dos 
utensílios/teteiras: 
Invertido / Natural 
  
Descarte dos primeiros jatos    
Sim        Não 
Fundo escuro (  ) Chão (  ) 
Produto utilizado 
Uso de panos reutilizáveis 
Sim        Não 
Papel toalha 
Sim        Não 
Pré-dipping   
Sim        Não 
Higienização do ordenhador 
Sim        Não 
Pós-dipping 
 Sim        Não 
Lava o teto dos animais                        
Sim        Não Alimentação após a ordenha 
Sim          Não Refrigeração do leite após ordenha       Sim        Não 
Tratamento de 
água Sim        Não 
Instalações 
Pia/torneira  
 
Sim        Não 
Teto   
 
Sim        Não 
Iluminação   
Sim        Não 
Piso   
Sim        Não 
Água 
encanada 
Sim        Não 
Tanque 
Expansão Imersão 
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ANEXO 3 - APROVAÇÃO DA COMISSÃO DE ÉTICA NO USO DE ANIMAIS
